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摘要 : 由 于 果 蝇 Drosophila 群体 中 有 很 多 自发 突变 其 中 包括 多 种 体 色 突变 , 因此 它 是 一 个 研究 自发 突变 的 优秀 的 模 
式 体系 。 本 研究 证 实 我 们 实验 室 发 现 的 一 个 可 以 引起 果 蝇 体 色 突变 的 自发 突变 (bsr) 是 一 个 黑 檀 体 (e) 的 等 位 基因 
将 其 命名 为 e"” 。 序 列 分 析 显 示 e" 的 5" 端 缺失 了 953 个 碱 基 , 其 中 包括 外 显 子 1 后 端的 206 个 碱 基 及 相连 的 内 含 子 1 
的 747 个 碱 基 。 逆 转录 PCR 结果 显示 5 端的 缺失 导致 内 含 子 1 不 能 从 mRNA rP59 geb, 由 此 导致 该 mRNA 的 翻译 
起 始 密码 子 AUG 前 端 增加 了 一 个 3.2 kb 的 序列 。 该 序列 导致 。" 的 mRNA Hf S'UTR(S'-untranslated region) 区 较 野 生 
型 基因 增加 近 3 kb 的 长 度 。 通 过 mRNA 二 级 结构 分 析 发 现 这 个 增加 的 3 kb 的 片段 可 以 形成 复杂 的 须 环 结构 (stem- 
loop) 。 免 疫 印迹 结果 显示 该 突变 基因 没有 基因 产物 产生 。 本 研究 进一步 证 实 了 由 于 mRNA 的 5'UTR 序列 结构 的 改 
变 可 以 影响 到 有 蛋 日 质 的 翻译 。 
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A rare spontaneous 5' UTR deletion in ebony results in black strip mutation 


in Drosophila melanogaster 

JIN Shan, ZENG Qing-Tao" (College of Life Sciences, Hubei University, Wuhan 430062, China) 
Abstract: Drosophila 1s an excellent model to study spontaneous mutation due to the availability of a large 
collection of spontaneous mutants, such as body pigment mutants. Previously, we found a spontaneous 
pigmentation mutant, bsr (black strip) , which was confirmed as an allele of ebony (e) and we named it as 
e". Subsequent sequencing of genomic DNA revealed a deletion of 953 nucleotides at the 5' end of e'" 
including 206 nucleotides of exon 1 and flanking 747 nucleotides of intron 1. Reverse-transcriptase PCR ( RT- 
PCR) showed that the deletion at the 5" end of e” leads to defective splicing, resulting in a transcriptional 
product with an additional 3. 2 kb upstream of initiation codon AUG. RNA secondary structure analysis 
indicated that the unspliced 5' UTR folds into complex structure containing several more stem-loops than that 


bsr 


of wild-type e. Western blotting results indicated that translation of e was totally suppressed in e". This favors 
a model that the change of 5' UTR structure of mRNA prevents the protein translation. 
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果 晶 正常 体 色 的 形成 要 求 tan, yellow, black 及 
ebony 等 一 系列 基因 的 表达 ( Hodgetts and Konopka, 
1973; Wright et al., 1987; Wittkopp et al., 2002; 
Richardt et al., 2003) 4 ebony (e) , tan 及 yellow (y) 
AE DA jg 3 E] E E X JA JU E C, R HJ K RE BJ DS. E E 
( Wittkopp et al., 2002 ,2003 ) 。 其 中 任何 一 个 发 生 
突变 均 可 导致 果 蝇 体 色 的 改变 。 至 今 为 止 在 这 些 基 
因 中 已 经 发 现 了 超过 1 000 种 可 以 引起 体 色 突变 的 
等 位 基因 ， 其 中 包括 885 种 黄体 (y) 等 位 基因 
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( http://flybase. bio. indiana. edu/. bin/fbidq. html? 
FBgn0004034&content = onepage) , 214 种 黑体 (2) 
等 位 基因 (http:// www. flybase. org/. bin/fbidq. 
html? FBgn0000153 ) 和 44 PRRI RA (e) 等 位 基 
( http://www. flybase. org/. bin/fbidq. html? 
content = allele-table& FBgn0000527) 。 其 中 绝 大 部 
分 为 诱导 突变 , 仅 有 14 种 黑体 (5) 突变 、121 种 黄 
体 (y) 突 变 和 14 种 黑 檀 体 (e) 突变 是 自发 突变 。 大 
部 分 突变 均 为 染色 体 的 倒转 、 插 入 及 复制 造成 的 ， 
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极 少 有 自发 的 缺失 突变 发 生 。 目 前 已 知 的 缺失 突变 
仅 有 b”(Goldschmidt, 1944)、y (Jolla, 1971) X e 
( Pérez and Quesada-Allué, 2001) 3 种 。 

REAREA THREE P rA RERA F 
1923 年 被 发 现 (Bridges and Morgan, 1923) 。 Caizzi 
等 (1987) 把 ebony 定位 于 3 号 染色 体 的 93D1 区 。 
随后 该 基因 的 结构 、 功 能 及 表达 模式 得 到 了 进一步 
的 研究 (Hovemann et al., 1998; Wittkopp et al., 
2002)。 目 前 已 报道 有 44 个 经 典 ebony 等 位 基因 
(http:// www. flybase. org/. bin/fbidq. html? content 
= allele-table&FBgn0000527) , 但 其 中 仪 有 数 种 得 到 
了 进一步 详细 的 研究 。 它 们 主要 包括 倒转 突变 : e 
(Walter et al., 1996; Bridges and Morgan, 1923), 
e"^ ( D’ Alessandro et al., 1977) , ，e ( Hovemann et 
al., 1998; Caggese et al., 1979) , e” ( Ward and 
Alexander, 1957), e” ( Ward et al., 1957), 
e ^95 Ward et al., 1957) , e" ( Henikoff, 1980) 和 
e “(Caizzi et al., 1987) ; 转 座 引 起 的 突变 : e" (D' 
Alessandro et al., 1977) , e'"^^? ( Lindsley and Zimm, 
1994) FI e" ( Henikoff, 1980) ; 仅 有 一 例 缺 失 突 变 ， 
e! ( Pérez and Quesada-Allué, 2001) 。 

1991 ^E, 我 们 实验 室 从 野生 型 群体 中 分 离 出 了 
ERE bsr) 突变 果 蝇 ( 钱 远 槐 和 张 竟 ，1994; 钱 远 
槐 ,1995 ) 。 进 一 步 的 基因 和 定位 研究 显示 该 突变 是 
由 于 黑 檀 体 基因 突变 造成 的 ,因此 我 们 把 它 命名 为 
e" (KET, 2001) 。 通 过 本 研究 我 们 进一步 揭示 
出 该 突变 表 型 是 由 于 e 的 缺失 突变 造成 的 。 


1 材料 和 方法 


1.1 REKA 

HF AU E A HR Drosophila melanogaster 91910 
采 自 于 武汉 。 黑 条 体 ( black strip, bsr) 是 一 个 从 
91910 群体 中 分 离 出 来 的 自发 突变 体 。e 作为 黑 檀 
体 突变 体 对 照 来 源 于 中 国 农业 大 学 。 
1.2 基因 的 克隆 及 序列 测定 

根据 GenBank 中 ebony 序列 ( GenBank accession 
no.，AJ224446 ) 设 计 引 物 。 引 物 位 置 见 图 1。 引 物 序列 
如 下 : I; (5-GAGTTTCCCGAGTGCGTIGC-3^) ; I4 (5"- 
CCAAGAGAGCGTCAGTCCA-3^) ; II; (5'-AGTAACGAC- 
AAGCAGGTGG-3'); Il; ( 5'-GATCGACTCCTGGCGGTG- 
GT-3); III, ( 5'-GCCTCGAGGACAAGGTGGCTCTGAT- 
3); III, (5'-CCAAGCTTTTTGCCCACCTCCTTCCA 3^) ; 
VI, (5'-AATCCTTIGAATGCTIGACCGC-3), 。 逆 转录 引 


物 为 poly-dT。 果 量 成 虫 DNA 提取 参见 Ashburner 
(1998) 储存 于 -20%C。PCR 反应 (50 pL):50 ng DNA 
模板 ，20 pmol/L 引物 , 2. 5 mmol/L MgCl,, 2 U Taq 
DNA 聚合 酶 , 扩 增 条 件 为 95 人 变性 3 min, 随后 30 循 
IRH AC 60 s, S4% 到 62% 引 物 结合 70 s, 72% 延伸 1 
~3 min， 进 一 步 延 伸 72C 10 min, PCR 产物 纯化 
(Sangon 纯化 试剂 盒 上海) 连接 人 pUC-18T 载体 
(TaKaRa Biological, 大 连 ) 。 随 后 送 公司 测序 。 


III, Ill, 
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图 1 引物 在 ebony 基因 中 的 位 置 
Fig. 1 Position of primers in relation to the ebony sequence 
ebony 长 7 815 bp; 灰色 框 代表 外 显 子 ; 盒子 之 间 的 连 线 为 内 含 子 ; TATA 
box 位 于 基因 的 451 ~456 bp 的 位 置 ; mRNA 由 481 ~764, 4 619 ~5 742, 
5 809 ~5 976, 6 064 ~6 835, 6 902 ~6 992, 7 054 ~7 229, 7 286 ~7 8152H 
成 ; SUTR K 3'UTR 用 黑色 框 表示 。5'UTR 由 外 显 子 1 89485 ~764 bp 及 
外 显 子 2 的 4619 ~4 634 bp 组 成 。3'UTR 是 3 端的 208 bp。 对 于 每 对 引 
W Nr 代表 上 游 引 物 ，NR 代表 下 游 引物 。ebony is 7 815 bp in length. 
Grey boxes represent exons. Lines between boxes represent introns. TATA 
box is located at 451 —456 bp. mRNA joins 481 —764, 4 619 —5 742, 5 809 
-3 976, 6 064 —6 835, 6 902 —6 992, 7 054 -7 229 and 7 286 -7 815 bp. 
S'UTR and 3'UTR are indicated with black boxes. 5' UTR is composed of 
base pairs 485 — 764 of exon 1 and 4 619 — 4 634 of exon 2. 3' UTR is 208 





base pairs of 3' end. For each pair of primers, Np represents upstream 


primers and Ng downstream primers. 


1.3 RT-PCR AX 3'RACE PCR 

FH Trizol(Invitrogen ， 上 海 ) 从 25 个 龄 期 在 72 - 96 
h 的 晴 提 取 全 果 蝇 RT 反应 (20 uL): 25 ng mRNA, 50 
pmol/L oligo-dT, 2 uL AMV(TaKaRa Biotechnology, 大 
XE), ， 随 后 的 反应 同 Jin 等 (2005) 。 打 增 ebony H5] 5^3 
采用 的 引物 为 下 , Ir, Hp 和 In( 图 1)。 同 时 以 Act5c 作 
为 对 照 组 扩 增 aciin,， 其 引物 为 Actsc-1 (5"- 
GTGACGAAGAAGTTGCTGCTC-3') 及 ActSc-2 ( 5- 
ATCTGCTGGAAGGTGGACGAC-3'), 产生 的 片段 为 
1 063 bp( Parsch et al., 2001) 。 

3 xm y ^| 3x Hj 3' Race Kit. ( TaKaRa 
Biotechnology, 大 连 ) 扩 增 。 其 引物 为 VICES 1). 
1.4 RNA 二 级 结构 预测 

RNA 二 级 结构 预测 采用 http://www. bioinfo. 
rpi. edu/zukerm/cgi-bin/rna-index. cgi 的 MFOLD 
program( Zuker, 1994) 。 
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1.5 抗体 的 获得 及 免疫 印迹 实验 

III, 及 II (图 1) 用 于 扩 增 近 于 全 长 的 ebony 
cDNA ( 自 N 端 第 31 个 氨基 酸 开 始 ), 将 扩 增 片段 连接 
A pGEX-T Rik, 随后 在 Escherichia coli 中 诱导 表达 重 
HEB, 重组 蛋白 分 离 后 注射 兔子 产生 多 克隆 抗体 。 
免疫 印迹 实验 参照 Wittkopp 等 (2002) 方 法 。 人 兔子 针 
对 于 Ebony 的 一 抗 用 0.3% TBS 以 1:400 稀 释 。 二 抗 为 
pif IgGC-HRP( 亚 法 生物 制品 公司 , 武汉 )。 


2 结果 与 分 析 


2.1 黑 条 体 突 变 体 的 e ”为 一 缺失 突变 

我 们 以 前 的 工作 结果 显示 黑 条 体 突变 是 由 于 
ebony 基因 的 5' 端 缺失 造成 的 , 缺失 的 碱 基 从 559 ~ 
1511 的 953 个 碱 基 , 其 中 包括 第 一 个 外 显 子 的 206 
bp 及 内 含 子 1 的 747 bp( 金 珊 等 , 2005)( 图 2)。 为 
了 进一步 研究 该 缺失 对 基因 表达 产生 的 影响 , 我 们 
通过 RT-PCR 扩 增 了 突变 体 的 ebony 的 cDNA。 用 
SIH Ip AI Ir 扩 增 基因 组 DNA 时 突变 体 e” 与 野生 
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39 91910 FEA B] id 22 (R3: A) 。 当 用 该 对 引物 
进行 RT-PCR 扩 增 时 , 结果 显示 在 91910 K e" RI 
能 扩 增 出 逆转 录 产 物 , 而 e 中 没有 产物 扩 增 出 来 。 
然而 , e" 的 RT-PCR 产物 的 大 小 较 91910 的 扩 增 的 
片段 的 要 大 , 其 长 度 更 接近 于 e ”基因 组 PCR 产物 
片段 的 大 小 (图 3: A, B) 。 测 序 结果 显示 eH RT- 
PCR 产物 与 基因 组 PCR 产物 是 完全 一 致 的 。 为 了 
进一步 排除 RT-PCR 产物 来 源 于 基因 组 DNA 即 提 
取 RNA 时 基因 组 DNA 造成 的 污染 , 我 们 选择 了 田 
一 对 引物 I[:( 位 于 内 含 子 1 中 ) 及 ITI: (位 于 外 显 子 
4 中 )( 图 1) 去 扩 增 91910 K e” WAHA DNA 及 
cDNA。 绪 果 显 示 在 91910 中 的 cDNA 中 没有 扩 增 
产物 出 现 , Tii e" 的 cDNA 扩 增 出 的 片段 较 e” 基 
因 组 扩 增 出 的 片段 少 了 150 bp (R4), 测序 结果 显 
MWE ep e 的 内 含 子 2 和 3 被 前 切 掉 了 , 而 内 含 子 
1 没有 被 前 接 掉 。 由 此 证 明 在 e” 的 转录 后 修饰 加 
LH, WEF 1 没有 从 mRNA 中 前 切 挥 。 通 过 3 
RACE XIE e” H e 基因 3' 端 没有 明显 的 改变 。 
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图 2 ebony 及 所 基因 结构 图 
Fig. 2 Gene structure of wild-type e (upper part) and mutant e" (lower part) 
白 框 显示 的 为 外 显 子 , 连接 白 框 之 间 的 水 平实 线 为 内 含 子 ; 在 e” 中 缺失 导致 内 含 子 1 的 上 游 剪 切 位 点 丢失 , 由 此 产生 外 显 子 的 漂移 。Open boxes 


symbolize exons and solid horizontal lines between exons indicate introns. In el , 
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a deletion results in the loss of 5'splice site of intron 1, leading to exon shuffling. 
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图 3 引物 于 及 Ir 在 野生 型 (91910)、e 及 e™ 基 因 组 中 PCR(A) 和 RT-PCR(B) 扩 增产 物 电泳 图 
Fig. 3 Genomic PCR (A) and RT-PCR (B) amplification products from wild-type (91910) , e! and e"'flies using primers of Ip and T, 
Act5c cDNA 作为 对 照 ; A, B 中 扩 增 的 条 带 均 采用 引物 FF 和 下; 箭头 显示 了 引物 Te A Ix 在 基因 组 (A) 及 cDNA(B) 中 扩 增 产物 。AciSc cDNA 


was amplified from each sample as a control. The fragments amplified with primers Ip and IN from genomic DNA( A) and cDNA( B). The arrows indicate 


amplification fragments with primers Ip and Ig in both A and B. 
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图 6 有 果 蝇 肾 蛋 白质 提取 物 的 免疫 印迹 

Fig. 6 Western blotting of protein extracts from Drosophila pupa 
下 图 为 由 兔 产 生 的 多 克隆 抗体 可 以 有 效 地 识别 野生 型 果 蝇 的 97 kD 
的 ebony EA, 而 在 e 及 e” 果 蝇 中 没有 该 条 带 出 现 。 上 图 为 免疫 印 
迹 相 应 的 样品 的 SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 ( 考 马 斯 亮 蓝 染色 ) 。 箭 头 显 
示 的 野生 型 果 蝇 中 约 97 kD HIS Fd, Antibody against ebony protein 
produced in rabbit recognizes a 97 kD protein in extracts from wild-type, 
but not from e! and e^" flies ( bottom panel). The upper figure showing a 
SDS-PAGE stained with Commassie blue indicates protein loading. Arrow 
indicates a 97 kD band from wild-type. 


3 讨论 


ebony 在 色素 合成 过 程 中 由 多 巴 胶 (dopamine ) 
到 B 氨基 内 酸 (B-alanine) 代 谢 中 起 关键 作用 , 而 B 
氮 基 两 酸 是 合成 黑色 素 的 前 体 物 ( Wright et al., 
1987) 。ebony 蛋 日 可 以 使 多 巴 转 化 为 N-B- 丙 酰 多 
巴 胺 (N-B-alany] dopamine, NBAD) , NBAD 可 以 用 
来 产生 黄色 的 体 色 。e 的 突变 可 以 导致 与 正常 灰 体 
色相 对 应 的 黑色 体 色 , WH e 产物 可 以 抑制 黑体 色 
色素 的 形成 (Bridges et al., 2003) , 

TE e" HB, e" mRNA 序列 显示 由 于 内 含 子 
1 B5 E: 3$ 88 UJ fr sa B5) de AS SCIT T1 不 能 从 
mRNA ABUH, HEFE T — 1 EH P 1 
的 6 000 bp 的 mRNA , 相对 于 正常 的 ebony 的 转录 
产物 3 152 bp 的 mRNA 长 了 近 一 倍 。 在 野生 型 果 
BRE ebony 中 ,其 5'UTR 序列 为 300 bp, 而 在 e” 的 
mRNA 中 其 AUG 的 上 游 序列 为 3 199 bp。 这 种 异 
党 长 的 UTR 序列 可 以 折 著 成 市 有 多 个 颂 环 的 复杂 
结构 (图 5)。 

带 有 这 种 复杂 5'UTR 结构 的 e™ 在 表达 时 会 出 
现 什么 样 的 结果 呢 ? 免疫 印迹 结果 显示 在 果 晶 e” 
中 没有 ebony 和 蛋 日 的 表达 。 

在 转录 后 调控 中 5'UTR 起 了 重要 的 作用 。 在 
人 的 hepatoma HepG2 ^-glutamyltransferase ( GGT) 
基因 mRNA 转录 过 程 中 , 5'UTR 作为 组 织 特异 性 调 
控 的 增强 子 而 起 作用 (Diederich et al., 1994), 在 
ODC 基因 中 ,5'UTR 形成 复杂 而 稳定 的 颈 环 抑制 翻 
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译 的 进行 (Grens and Scheffler, 1994). 

一 个 正常 的 mRNA H m'G (7-methylguanosine) 
幅 子 5'UTR、 开 放 阅 读 框 (ORF) 及 3 UTR 和 poly 
(A) 尾 部 组 成 。 所 有 这 些 成 分 均 控 制 了 mRNA 的 有 
效 翻 译 。Kozak (1989; 1991 ) 发 现 真 核 生 物 的 核糖 
体 不 是 直接 结合 于 mRNA 的 AUG 上 ,而 是 40S 的 
核糖 体 结合 于 5' 端 的 甲 基 化 的 cap 上 ,随后 滑 问 
AUG。 因 此 在 5' 端 通 往 AUG 的 过 程 中 的 一 些 顺 势 
作用 因子 、 核 糖 体 进入 位 点 (internal ribosome entry 
site, IRES) 在 转录 起 始 中 起 了 关键 的 作用 。 

在 重 日 质 翻 译 过 程 中 ,究竟 哪个 更 重要 一 些 ， 
是 5' 甲 基 化 帽子 还 是 IRES? AAKER SEP, 
其 基因 组 RNA 作为 mRNA 起 作用 。 在 转 染 细胞 时 
可 以 允许 核糖 体 直接 进入 IRES 而 有 效 地 开始 转 
Ko MA IRES 的 二 级 结构 包括 mRNA 5 端的 IT, 
M, IV 及 V 有 颈 环 , 它们 可 以 直接 结合 核糖 体 (Paul 
et al., 1998)。 而 在 e* 中 缺失 区 域 包 括 了 其 5'UTR 
的 206 bp, BUSES II B) V 的 区 域 。 同 时 在 e" 的 转 
录 产 物 mRNA F, AUG 上 游 又 增加 了 约 3 000 bp, 
各 种 不 同 种 类 的 基因 组 结果 显示 通常 情况 下 真 核 生 
物 的 5' UTR 序列 一 般 介 于 90 ~210 bp 之 间 (Pesole 
et al., 1997; Meijer and Thomas, 2002) 。 在 果 量 中 
HIA TER E170. ( Hsp70) 的 mRNA rp, 延伸 其 长 
度 S'UTR 可 以 减弱 热 休 克 和 蛋 日 的 表达 ;而 相对 较 小 
的 结构 可 以 更 有 效 地 起 始 翻 译 (Hess and Duncan, 
1996 ) 。 在 野生 型 果 晶 中, ebony 的 mRNA 的 5'UTR 
序列 由 外 显 子 1 的 286 bp 及 外 显 子 2 的 14 bp 组 
成 ;而 在 e” 的 mRAN rp, 其 5'UTR 延伸 到 了 3 199 
bp, 到 目前 为 止 我 们 尚未 知道 有 如 此 之 大 的 5'UTR 
能 够 有 效 地 起 始 翻 译 。 假 如 e ”的 mRNA 从 其 他 位 
点 的 AUG JT 5E JB BHL EE SR EA, 通常 这 种 异常 的 重 
E11 Ae CR X BRA CR AER, 因此 , 也 
不 可 能 具有 ebony 的 和 集 日 的 功能 。 


致谢 ”ebony 的 免 多 克隆 抗体 制备 于 中 国 科 学 院 武 
汉 病 毒 研 究 所 动物 房 。 感 谢 湖 北大 学 马力 新 教授 在 
该 课题 完成 过 程 中 给 予 的 支持 。 
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